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ABC ATP-binding cassette 
ALO Allopurinol 
BCRP Breast cancer resistance protein 
BEI Biliary excretion index 
BEZ Benzbromarone 
BSEP Bile salt export pump 
CV% Coefficient of variation rate 
DP Declustering potential 
EGTA Ethylene glycol tetra acetic acid 
FUR Furosemide 
GULT9 Glucose transporter 9 
HX Hypoxanthine-[13C2, 15N] 
IC50 Half maximal (50%) inhibitory concentration 
ITS Insulin-transferrin-sodium selenite 
k First order rate constant 
Km Michaelis-Menten constant 
LC-MS/MS Liquid chromatography with tandem mass spectrometry 
MPA Mycophenolic acid 
MPAG MPA phenyl-glucuronide 
MRP Multidrug resistance-associated protein 
NPT Sodium-phosphate cotransporter 
OATP Organic anion transporting polypeptide 
P-gp P-glycoprotein 
S.D. Standard deviation 
UA Uraic acid-[13C2, 15N] 
4 
 
UFLC Ultra fast liquid chromatography 
UGT UDP glucuronosyltransferase 
Vmax Maximum rate 
WEM Wiliams’ media E 
XA Xanthine-[13C2, 15N] 





尿酸は高尿酸血症や痛風の原因因子である。SUA の基準値は男性が 3.7-7.0 mg/dL、
女性が 2.5-7.0 mg/dL であり、SUA が 7 mg/dL を超えると高尿酸血症と診断される (高
尿酸血症・痛風の治療ガイドライン 2019)。尿酸濃度 7 mg/dL（417 μM）は尿酸の水へ
の飽和溶解度であり、本値を超えることで尿酸は結晶化し、関節や尿細管中において析
出することで痛風や腎障害を引き起こす (Berger and Yü 1975, Koka et al., 2000)。また、
メタボリックシンドローム (Hikita et al., 2007)、高血圧（Perlstein et al., 2006）や非アル
コール性脂肪肝 (NAFLD)（Xu et al., 2010）などの疾患とも関連性が示唆されている。
そのため、血清尿酸値の変動は痛風のみならず他の疾患を誘発する危険性がある。一方、
尿酸は生理的作用として、抗酸化作用を保持している (Ames et al.,1981, Becker et al., 
1993)。近年ではパーキンソン病 (de Lau et al., 2005)、アルツハイマー病 (Kim et al., 2006)
や多発性硬化症 (Knapp et al., 2004)の防御因子として報告されている。そのため、血清
中尿酸値（serum uric acid: SUA）の変動は様々な疾患と関連すると考えられ、SUA の恒
常性を維持することで種々の病気の発症や悪化を防ぐ観点から重要である。 
ヒトにおいて尿酸は、食事や筋肉に由来するプリン体の最終産物として生成される。
その生成を担う酵素である xanthine oxidase (XO) は、肝臓及び消化管に発現及び活性が
高く、両臓器が主たる尿酸の生成部位となる（Kooij et al., 1992, Wright et al., 1993）。通
常、1 日に約 700 mg の尿酸が産生され、腎臓から約 500 mg、消化管などの腎外経路か






Figure 1-1 Uric acid pool and turnover. 
Uric acid is produced from purine by XO mainly liver and intestine. Uric acid is excreted into 





ドである adenylic acid (AMP)、inosinic acid (IMP)、guanylic acid (GMP)は inosine、guanosine
に分解される。続いて、purine nucleoside phosphoryrase (PNP) や guanine deaminase (GDA)
によって hypoxanthine、xanthine へと代謝される。さらに、XO によって hypoxanthine、




極めて小さい (Kountouras et al., 1996, Hosomi et al., 2012, Ichida et al., 2012)。また、Bcrp1
ノックアウトマウスにおける胆汁中排泄クリアランスは野生型と比較して有意な差が





(Pacher et al., 2006 を改変) 
Figure 1-2 Purine nucleotides metabolism. 
 
 
尿酸は、分子量 168.1 g/mol、オクタノール・水分配係数の自然対数 (logP) -1.11 と低




及び痛風の関連遺伝子として同定された 16 遺伝子のうち 8 つがトランスポーター関連






Figure 1-3 Chemical data of hypoxanthine, xanthine and uric acid. 
 
 





尿酸輸送に関わるトランスポーターとしてこれまでに Table 1-2 に示す分子が見出さ
れており、それらの血清尿酸値調節における役割は主に腎臓と小腸で説明されている。
一方、肝細胞にも発現する分子として、BCRP （ABCG2）、GLUT9（SLC2A9）、NA+-







Table 1-2 Km and expression of uric acid-transporters. 
 








アミン、有機酸などの細胞膜透過にトランスポーターの存在意義は大きい (Tsuji 2002)。 




(Rollins and Klaassen 1979, Trauner and Boyer 2003)。そのため、生体内物質や医薬品の肝
動態は、病気の発症・改善、医薬品の作用・副作用発現に繋がる (Strautnieks et al., 1998, 
Paulusma et al., 1997)。肝臓におけるトランスポーターの主な役割は、(i) 化合物の血液
からの肝細胞への取り込み、(ii) 肝細胞から血液側への排出、 (iii) 胆汁中への排出であ
る。肝臓におけるトランスポーターを Figure 1-4 に示す。(i) 化合物の血液からの肝細
胞内への取り込み過程に関与するトランスポーターは、肝臓の基底膜に局在する
organic anion transporting polypeptide (OATP) 1B1 及び OATP1B3 が広く知られている。こ
れらのトランスポーターは、複数の臨床的な薬物間相互作用や副作用に関与しており、
例えば高コレステロール血症の治療に用いられるスタチン系薬物の多くはOATP1B1の
基質となる (Kameyama et al., 2005)。その結果、OATP1B1 上での薬物間相互作用や遺伝
子多型による機能の低下は、肝細胞内へのスタチンの取り込みを低下させるため、薬物
の血漿中濃度が増加し、スタチン誘発性ミオパチーのリスクが増大することが報告され
ている (Link et al., 2008)。また、(ii) 化合物の肝細胞内から血液中への排出に寄与する
トランスポーターとして multidrug resistance-associated protein (MRP) 3 及び MRP4 があ
る。さらに、(iii) 化合物の胆汁中への排出がある。胆管側膜に存在する主なトランスポ
ーターは、bile salt export pump (BSEP)、permeability glycoprotein (P-gp)、breast cancer 




性肝内胆汁うっ滞 2 型 (PFIC 2) という致死性の遺伝疾患の原因遺伝子であり、BSEP の
機能が欠落することにより胆汁酸が肝臓から排出されなくなり、肝臓内に胆汁酸が蓄積














出、胆汁中への排出及び細胞内での代謝である。これらの因子を評価する in vitro の実
験系はいくつか報告されている。ヒト肝癌由来細胞 HepG2 細胞、HepaRG 細胞、肝細胞
couplets、及びサンドイッチ培養肝細胞などがある (Shoda et al., 2004, Aninat et al., 2005, 





される (Papageorgiou et al., 2013, Susukida et al., 2015 Kern et al., 1997)。さらに、サンド
イッチ培養肝細胞では単層培養肝細胞とは異なり、肝細胞自体の形態がより生体内に近
い状態に分化し、細胞間を密着させる tight junction が形成されることで、極性が回復し
て胆管腔が形成されるとともに、排出トランスポーターが局在化することが報告されて
いる (Hoffmaster et al., 2004)。胆管腔を形成するために必要な tight junction 機能を
Ca2+/Mg2+存在の有無によって調節しながら薬物の取り込み試験を行い、胆管腔中への排
出を評価できる (Liu et al., 1999a, Liu et al., 1999b)。Ca2+/Mg2+存在下では【細胞質＋胆管




1-5 に示した式により算出した Biliary Excretion Index（BEI%）が提唱された(Liu et al., 
1999)。BEI は、化合物の胆汁中排泄の指標として用いられ、この値が大きいほど胆汁
中へ排泄され易いと判断される (Brouwer et al., 2013)。一方、BEI は胆汁中排泄クリア









mycophenolic acid (MPA)及びその代謝物である mycophenolic acid phenol glucuronide 
(MPAG)の胆汁中への排出、肝細胞への取り込み、血液側への排出を評価する研究に携



















る。また、尿酸動態は生成過程も考慮しなければならない。そこで、hypoxanthine の 13C2, 
15N 標識体を使用し、尿酸までの代謝と尿酸の膜輸送を同時評価することとした。即ち、
添加した Hypoxanthine-13C2, 15N (HX)とその代謝物である、xanthine-13C2, 15N (XA)及び
uric acid-13C2, 15N (UA)の胆汁中排出を評価すると伴に、経時的な量変化を数理学的モデ








第二章 サンドイッチ培養ヒト肝細胞を用いた HX、XA 及び UA の肝動態の解析 
 
肝臓の XO によって hypoxanthine、xanthine から尿酸が生成する。生成された尿酸は、
胆汁中及び、血液中に排泄されることが考えられる。胆管側膜には尿酸を基質とする
BCRP が発現するが、ヒトや齧歯類においては腎排泄クリアランスと比較して、胆汁中







第一節 サンドイッチ培養ヒト肝細胞による[3H]taurocholate の取り込み試験 
 サンドイッチ培養ヒト肝細胞 (Lot number GMX) が化合物を細胞内に取り込み、毛細




Cryopreserved Hepatocytes Recovery Medium (CHRM®) 、 Cryopreserved Hepatocytes 
Plating Medium (CHPM®)、Hepatocyte Maintenance Supplement Pack 及び HBSS は Life 
technologies (Maryland, USA)から購入した。Williams’ E medium (WEM)は(Sigma-Aldrich 
Missouri, USA)から購入した。[3H]Taurocholate (4.6 Ci/mmol) は PerkinElmer Life and 




取り込み試験の medium の組成を以下に示す。 
Ca2+/Mg2+ medium (pH 7.4)の組成 (1 L) 
NaCl   8.0 g 
KCl   400 mg 
Na2HPO4 (anhydride) 48 mg 
NaH2PO4        60 mg 
CaCl2   140 mg 
NaHCO3  350 mg 
MgSO4･7H2O  200 mg 
Glucose  1.0 g 
HEPES  4.76 g 
 
Ca2+/Mg2+-free mediummedium (pH 7.4)の組成 (1 L) 
NaCl   8.0 g 
KCl   400 mg 
Na2HPO4 (anhydride) 48 mg 
NaH2PO4        60 mg 
NaHCO3  350 mg 
EGTA   190 mg 
Glucose  1.0 g 
HEPES  4.76 g 
 
(2) ヒト肝細胞 
Cryopreserved human hepatocytes (BioreclamationIVT, Baltimore, MD) (Lot number: GMX) 
は小野薬品工業株式会社（大阪）より頂いた。 GMX の情報を以下に示す。 
 
(3) ヒト肝細胞のサンドイッチ培養 
Lot number Race Sex Age Information 
GMX Hispanic man 2-year Case of death: anoxia, BMI: 19.3 kg/m2 
18 
 
 凍結肝細胞を 37℃で融解し、CHRM に懸濁後、遠心した（50 g、10 min、25℃）。ア
スピレータで上清を除去し、沈殿した細胞を 7×105になるように CHPM で懸濁した。細
胞懸濁液を collagen Ⅰ-coated 24 well plate（BioCoat, BDbiosciences）に 500 μL 播種した。
37 ℃、5 ％ CO2下で約 4 時間培養し、その後、350 μg/mL geltrex を含む WME に培地




24-well plate に播種したサンドイッチ培養ヒト肝細胞を Ca2+/Mg2+medium、または
Ca2+/Mg2+-free medium で 5 分間プレインキュベーションした。その後、[3H]taurocholate 
(1 μM、0.2 μCi/mL)を添加し、それぞれの medium で 10 分間取り込みを行った。0.002 % 
triton-X (wako)で細胞を溶解させ、その細胞溶液 150 μL を 1.2 mL のクリアゾルにと混
ぜ撹拌後、液体シンチレーションカウンター LS-6100 (Aloka, Tokyo, Japan)で放射能を
測定した。また、各 well におけるタンパク量で値を補正した。タンパク量は BCA 法の





行った (Figure 2-1)。Ca2+/Mg2+ free medium に比べて、Ca2+/Mg2+ medium において有意に





Figure 2-1 Accumulation in cells + bile canaliculi (■) and cells alone (□) of [3H]taurocholate 
in sandwich-cultured human hepatocytes. Dosing concentration: 1 μM, Incubation time: 10 














尿酸は Sigma-Aldorich (St. Lous, MO, U.S.A.)から購入した。Hypoxanthine 及び xanthine
は、Wako Pure Chemical Industries Ltd. (Oosaka, Japan)から購入した。また、Hypoxanthine-
13C2,15N (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), Uric acid-1,3-15N2 (Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA) 及び Geltrex (Life Technologies Corporation (Carlsbad, CA.)
は小野薬品工業株式会社より提供して頂いた。 
 
(2)  HX、XA 及び UA の LC-MS/MS による定量 
HX、 XA、及び UA の LC–MS/MS による定量は既報の方法を参考に行った（Kim 
et al., 2009）。細胞及び medium サンプルに 150 μL のアセトニトリルを加え、撹拌を 30
秒し、15000rpm、4℃、15 分間遠心した(HITACHI, VF15RXⅡ, Angle Rotor T15A43)。
その後、上清をエバポレーターで蒸発乾固し、50 μL の移動相で再構築し、LC-MS/MS






Table 2-1 LC-MS/MS condition 
 
 




(3) HX 取り込み試験 
24-well plate に播種したサンドイッチ培養ヒト肝細胞を Ca2+/Mg2+medium 又は、
Ca2+/Mg2+-free medium で 5 分間プレインキュベーションした。その後、HX (10 μM) を
含む 500 μL の medium に交換した。所定時間ごとに、medium を 150 μL 回収した後、氷
冷した medium で二回洗い、200 μL の 0.002 % triton-X (wako)で細胞を溶解させ、細胞溶





ト肝細胞に処理し、その後の HX、XA 及び UA の動態を観察した (Figure 2-2)。添加後
HX は速やかに XA と UA に代謝された（Figure 2-2B, C）。Ca2+/Mg2+又は Ca2+/Mg2+-free 
medium において 5 分時点の HX を除いた時点で HX、XA 及び UA の蓄積量に変化は観
察されなかった（Figure 2-2A, B, C）。このことから、HX、XA 及び UA の胆汁中排出は
ほとんどないと考えられた。 
時間依存的に medium 中の HX 量は減少し、XA 及び UA 量は増加した (Figure 2-2, 2-
3)。また、細胞内の HX、XA、及び UA 量も約 10 分まで増加し、その後、定常状態に
達した。 
HX及びXAから生成されたUAは 93.1~97.5 %がmedium中に存在した (Figure 2-4) 。
このことから、生成された UA は細胞内から medium 中へ速やかに排出されると考えら







Figure 2-2 Mass versus time profiles of HX, XA and UA in sandwich-cultured human 
hepatocytes. (A), (B), and (C) show amount of HX, XA, and UA respectively, after incubation 
of 10 μM HX over 20 min in Ca2+/Mg2+ or Ca2+/Mg2+-free medium. (D), (E), and (F) show mass 
versus time profiles in the medium. (G), (H), and (I) show mass versus time profiles in the cells 
(□) and bile (■). Data represent the mean ± S.D. of four independent experiments with one lot 
















第三節 サンドイッチ培養ヒト肝細胞における HX、XA 及び UA 量の数理学的モデル
による解析 
第二章、第二節の結果から、HX をサンドイッチ培養ヒト肝細胞の培養 medium 中に
加えた後に、XO によって速やかに XA、及び UA が生成した。また、HX、XA 及び、
UA は胆管腔中への移行は無視できる程度と考えられた。さらに、medium 中の XA 及
び UA が増加することから、細胞内から medium 中への排出することも示された。以




第一項 数理学的モデル (standard model) の構築 
HX、XA 及び UA の medium 中、細胞中及び胆管腔中の経時的な量変化を数理学的
モデルで解析し一次速度定数を算出した。解析ソフトは Napp nonlinear regression 
analysis program (version 2.3.1 for Macintosh OS-X; The University of Tokyo Hospital, Tokyo, 
Japan) を使用した。Figure 2-5 に構築したコンパートメントモデルを示す。Standard 
model は HX が medium 中から細胞に取り込まれ、代謝を受け XA を経て UA が生成さ








Figure 2-5 Standard model; Scheme depicting in vitro hepatic disposition of hypoxanthine-
13C2,15N, xanthine-13C2,15N and uric acid-13C2,15N in the medium, and hepatocytes in 
sandwich-cultured human hepatocytes. X denotes mass of HX, XA, and UA. Rate constants 
are designated as kUptake for uptake from medium into hepatocytes, kBile for efflux from cell into 
bile canaliculi, and kMetabolism for metabolism from HX to XA, and from XA to UA. 
 
Standard model では以下の微分方程式を連立させ各一次の速度定数を算出した。 
dXHX, Medium / dt = - k HX, Uptake × X HX, Medium 
dXHX, Cell / dt = k HX, Uptake × XHX, Medium – (kHX, Metabolism + kHX, Bile) × XHX, Cell 
dXHX, Bile / dt = k HX, Bile × X HX, Cell 
dXXA, Medium / dt = kXA, Efflux × XXA, Cell 
dXXA, Cell / dt = kHA, Metabolism × XHX, Cell – (kXA, Metabolism + kXA, Efflux + kXA, Bile) × XXA, Cell 
dXXA, Bile / dt = kXA, Bile × XXA, Cell 
dXUA, Medium / dt = kUA, Efflux × XUA, Cell 
dXUA, Cell / dt =kXA, Metabolism × XXA, Cell – (kUA, Efflux + kUA, Bile) × XUA, Cell 
28 
 
dXUA, Bile / dt = k UA, Bile × X UA, Cell 
本式において記載された一次速度定数の kUptake、kBile 及び kEffluxはそれぞれ、medium 中
から細胞中への取り込み、胆管腔中への排出、及び細胞中から medium 中への排出を示




 HX、XA及び UAの medium中、胆管腔中及び細胞中の経時的な量の変化から、standard 
model に基づいてコンパートメント間の移行を示す一次速度定数を算出した。算出した
パラメータの推定値から HX、XA 及び UA 量の時間推移を、予測した値と実測値を
Figure 2-6 に示す。Standard model において予測した、medium 中の HX、XA 及び UA 量
は実測値と概ね一致するものであった。一方、細胞内量は、実測値は 5 から 10 分にか
けて増加するのに対し、モデルによる予測値は、HX 添加後速やかに増加し定常状態へ
と達していた。Standard model から算出した予測値と実測値の相関図を Figure 2-7 に示
す。Standard model における実測値と予測値の medium 中化合物量の相関は良好であっ





Figure 2-6 Simulation of HX, XA, and UA mass versus time profiles by standard model. 
Observed and fitted mass versus time profiles for HX (A, B and C), XA (D, E and F), and UA (G, 
H and I). A, D, and G show amount in medium; B, E, and H show amount in cells. C, F and I 
show amount in bile. Each observed value represents the mean ± S.D. Closed circles indicate 






Figure 2-7 Correlation diagram of observed versus predicted valued based on standard 
model. The dashed line represents a correlation coefficient of 1. (A), (D), and (G) represent the 
correlation diagrams in medium of amount of HX, XA, and UA respectively. (B), (E), and (H) 
represent the correlation diagrams in cells of amount of HX, XA, and UA respectively. (C), (F), 




Table 2-3 Parameter estimates from standard model. 
 





第三項 数理学的モデル(store model)の構築 
Standard model による解析の結果、細胞中の HX、XA 及び UA 量の相関性が低かった
ため、HX の取り込み過程にもう一つコンパートメント(XHX, Store)を加えた store model を




Figure 2-8 Store model; Scheme depicting in vitro hepatic disposition of HX, XA and 
UA in medium, hepatocytes, and bile canalicular lumen in hSCH. 
 X denotes mass of HX, XA, and UA. The rate constants are designated as kUptake for 
uptake from medium into cells, kEfflux for efflux from cells to medium, kBile for efflux 
from cells to bile canalicular lumen and kMetabolism for metabolism from HX to XA, and 
from XA to UA. 
 
Store model では、以下の微分方程式によって一次速度定数を算出した。 
dXHX, Medium / dt = - k HX, Uptake × X HX, Medium 
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dXHX, Store / dt = k HX, Uptake × XHX, Medium – kHX, Store Uptake×XHX, Store 
dXHX, Cell / dt = kHX, Store Uptake × XHX, Medium – (kHX, Metabolism + kHX, Bile) × XHX, Cell 
dXHX, Bile / dt = k HX, Bile × X HX, Cell 
dXXA, Medium / dt = kXA, Efflux × XXA, Cell 
dXXA, Cell / dt = kHA, Metabolism × XHX, Cell – (kXA, Metabolism + kXA, Efflux + kXA, Bile) × XXA, Cell 
dXXA, Bile / dt = kXA, Bile × XXA, Cell 
dXUA, Medium / dt = kUA, Efflux × XUA, Cell 
dXUA, Cell / dt =kXA, Metabolism × XXA, Cell – (kUA, Efflux + kUA, Bile) × XUA, Cell 
dXUA, Bile / dt = kUA, Bile × XUA, Cell 
一次速度定数の kHX, Uptake及び kHX, Store Uptakeは HX の取り込み過程を示す。 
 
第四項 Store model による解析結果 
HXの取り込み過程を二段階にしたモデルである store model による fittng で算出した
medium 中、細胞中及び胆管腔中の HX、XA 及び UA の量的推移は、実測値と概ね一致
した（Figure 2-9）。Store model から算出した予測値と実測値の相関図を Figure2-10 に示
す。Store model から算出した各過程の一次速度定数を Table 2-4 に示す。 Store model に
おいて算出された速度定数の CV %のほとんどが 50 %以下となり、細胞内外の HX, X, 




Figure 2-9 HX, XA and UA mass versus time profiles after incubation with HX (10 µM) in 
human SCH over 20 min. Observed and fitted mass versus time profiles for HX (A and D), XA 
(B and E), and UA (C and F). A, B, and C: medium; D, E, and F: cells; G: medium and a store 
compartment; H: store compartment. Each observed value represents the mean ± S.D. Closed 






Figure 2-10 Correlation diagram of observed versus predicted valued based on store model. 
The dashed line represents a correlation coefficient of 1. (A), (D), and (G) represent the correlation 
diagrams in medium of amount of HX, XA, and UA respectively. (B), (E), and (H) represent the 
correlation diagrams in cells of amount of HX, XA, and UA respectively. (C), (F), and (I) 




Table 2-4 Parameter estimates from store model. 
 




第四節 Store model により算出したパラメータに対する UA 量の感受性試験 
 
第一項 方法 
Table 2-4 で得られた各一次速度定数の変化に対する、medium 中、細胞中及び胆管腔
中の UA 量の感受性をシミュレーションした。モデルにより算出した一次速度定数を
0.01 倍から 100 倍まで変動させ、UA 量の変化を評価した。 
 
第二項 結果 
HX の medium 中から細胞中への取り込み速度定数である kHX, Uptakeを 10 倍した場合、
medium 中、細胞中及び胆管腔中の UA 量はそれぞれ 481%、249%及び 481%に増加した
(Figure 2-11D)。一方、kHX, Uptakeを 10 分の１に低下させた場合、medium 中、細胞内及び
胆管腔中の UA 量は 11~12 %に減少した。また、XA の代謝速度である kXA, Metabolismを 10
倍にした場合、medium 中、細胞中及び胆管腔中の UA 量は、164-165 %に増加した(Figure 
2-11C)。一方、kXA, Metabolismを 10 分の１倍に低下させた場合、いずれも 20 %に減少した。
XA の細胞から medium 中への排出速度定数である kXA, Effluxを 10 倍にした場合、medium
中、細胞中及び胆管腔中の UA 量は 21 %まで減少した(Figure 2-11G)。一方、kXA, Effluxを
10 分の１に低下させた場合、medium 中及び細胞中の UA 量は 163 %に増加した。UA の
細胞から medium への排出速度である kUA, Effluxを 10 倍にした場合、medium 中、細胞中
及び胆管腔中の UA 量はそれぞれ 103%、10%及び 10%に変化した(Figure 2-11I)。一方、
kUA, Effluxを 10 分の１に低下させた場合にはそれぞれ 74%、886%及び 741%に変化した。
以上の結果から、in vivo では血中の尿酸量に相当する、medium 中の UA 量を増加する
のに感受性が高い速度定数の順は、kHX, Uptake > kXA, Metabolism≒kXA, Efflux > kHX, Store Uptake> >kUA, 
Effluxであった(Figure2-11, Table2-5)。Medium 中の UA 量を減少するのに感受性が高いパ






Figure 2-11 Sensitivity analysis of parameter estimates determined from the store model. 
Parameters were altered 100-fold in either direction of estimated value in Table 3-3-2. Solid line, 
dotted line and dashed line represent the amount of UA in medium, cells, and bile canaliculi, 
respectively. (A), (B), (C), (D), (E), (F), (G), (H), (I) and (J) represent effect of fold change of kHX 
and XA, Metabolism, kHX, Metabolism, kXA, Metabolism,  kHX, Uptake, kHX, Store Uptake, kHX, Bile, kXA, Efflux, kXA, Bile, kUA, 







Table 2-5 Sensitivity analysis of parameter estimates determined from the store model. 
 
 







た。[3H]Taurocholate の BEI は 59.6 %と、既報の 52.4-70.8 % と同程度であった (Abe et 
al., 2009)。したがって、本研究で用いた肝細胞による肝取り込み及び胆管腔排出の評価
は可能であることが示された。 
サンドイッチ培養ヒト肝細胞における HX、XA 及び UA の medium 中及び細胞中の
経時的な量変化を standard model で解析した結果、HX、XA 及び UA の細胞内量の時間
推移を適切に説明できなかった。全体の変化から、この原因が HX の medium 中から細
胞中への移行過程にあると考え、standard model 中の HX の medium 中から細胞中への
移行過程に新たにコンパートメントを追加した store model を構築した。Store model よ
り算出した細胞中 HX、XA 及び UA 量は概ね実測値と一致した(Figure 2-10)。加えたコ
ンパートメントである XHX,Store の実体は不明であるが、HX は脂溶性が高いことから
medium 中から細胞内移行する段階でいったん細胞膜に分配され、その後細胞内に移行
することが考えられた。改善された Store model より算出した kUA, Effluxは kUA, Bileと比較
すると 88 倍であり、medium 中に多く排出された。したがって、ヒト肝臓において尿酸
は胆管腔中よりも血液側に排出されていることが示された。さらに、尿酸はヒトや齧歯
類において、胆汁中クリアランスは腎臓や小腸におけるクリアランスよりも極めて小さ
いこととも一致した(Hosomi et al., 2012, Kountouras et al., 1996)。 
Store model より算出した一次速度定数(Table 2-4)の変化に対する medium 中、細胞中
ならび胆管腔中の UA 量の感受性をシミュレーションした (Figure 2-11, Table 2-5)。興味
深いことに UA の細胞中から medium 中への移行速度定数である kUA, Efflux を 10 倍にし
た場合、medium 中の UA 量はほとんど変化しなかった。また、逆に 10 分の１まで低下





は medium 中尿酸量への影響が出ず、他の輸送あるいは代謝過程が medium 中尿酸量を
決める律速過程になっていることが考えられた。一方で、kHX, Uptake、kXA, Metabolism及び kXA, 
Effluxを変化させた時の medium 中の UA 量は感受性が高かったことより、尿酸生成阻害
薬である febuxostat、topiroxostat ならびに ALO が臨床で高尿酸血症及び痛風治療で有用
であることが、本数理学的モデル解析によって示すことができた。また、hypoxanthine






第三章 サンドイッチ培養ヒト肝細胞における HX、XA 及び UA の肝動態に対する
XO 阻害剤及びトランスポーター阻害剤の影響 
  
Xanthine oxidase (XO)は、プリン塩基の分解経路において、hypoxanthine から xanthine、
xanthine から尿酸に至る二段階を触媒する金属フラビン酵素である。酸化酵素（オキシ
ダーゼ）と呼ばれてきたが、本来生体内では脱水素酵素として存在する。キサンチン脱
水素酵素 xanthine dehydrogenase では基質の酸化に伴い、電子はもう一方の基質である
NAD に渡され NADH を生成する。酸化酵素では NAD より酸素分子との反応性が高く
過酸化水素（H2O2）およびスーパーオキシド O2⁻を生成する。酵素は細胞質に存在し、
様々な臓器に広く分布するが、肝臓や小腸粘膜、乳汁中に活性が高い。分子量約 30 万
で二量体からなる。一量体当たり 1 個のモリブドプテリン、2 個の非ヘム鉄、1 個の FAD











第一節 Allopurinol 存在下の HX、XA、及び UA の経時的量変化及び肝動態モデル解
析 
 XO 阻害剤の ALO 存在下における、HX、XA 及び UA の経時的な量変化に対する一
次速度定数を算出し ALO 非存在下と比較することで、サンドイッチ培養ヒト肝細胞に
おける XO 活性の評価、及び第二章で構築したモデルの妥当性の評価を行う。 
 
第一項 試薬及び方法 




24-well plate に播種したサンドイッチ培養ヒト肝細胞を Ca2+/Mg2+medium または、
Ca2+/Mg2+-free medium で 5 分間プレインキュベーションした。その後、10 μM 
hypoxanthine-13C2, 15N のみ、又は 10 μM allopurinol  (ALO) を含む 500 μL の medium
に交換した。ALO の濃度 10 µM は血漿 ALO 濃度を反映している。所定時間ごとに、
medium を 150 μL 回収した。また反応終了後、氷冷した medium で二回洗い、0.002 % 




サンドイッチ培養ヒト肝細胞を用いて、ALO (10 µM) の XA 及び UA の生成への影
響を検討した。ALO 存在下において、XA 及び UA の産生がそれぞれ 60％及び 3％にま
で低下した(Figure 3-1)。一方、HX は 121％に増量した。また総回収量は変化しなかっ
た。Store model を用いて ALO の UA 生成への影響を速度定数の観点から評価した。
ALO を添加した際には、HX 及び XA の代謝速度定数 (kHX, Metabolism、 kXA, Metabolism) が、
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2~5％にまで低下した。さらに、HX の細胞への取り込み速度定数 (kHX, Uptake) 及び UA




Figure 3-1 Total amount of HX, XA, and UA in the presence or absent of ALO at 20 min.  
Data represent mean + S.D. n = 4. The asterisks indicate a significant difference from the control 
by Student’s t-test or Aspin-Welch’s t-test; *p < 0.05. n.s: not significant. Solid bars: in the absent 




Table 3-1 Parameter estimates in the presence or absent of xanthine oxidase inhibitor, 
allopurinol (ALO). 
 
Data represent the mean (S.D.). n=3-4. The asterisks indicate a significant difference from the 





 肝臓における尿酸輸送活性を有する各トランスポーターの寄与を store model を用い
た速度論的解析により評価することとした。肝臓においては、尿酸輸送活性を有するト
ランスポーターとして、GLUT9、OAT2、NPT1/4、BCRP 及び MRP4 の発現が確認され
ている。この中で、細胞内から血液中への移行に働き、かつ基底膜に発現が確認されて




Benzbromarone (BEZ)、bromsulphalein (BSP)、allopurinol (ALO) は Sigma-Aldorich (St. 
Lous, MO, U.S.A.)から購入した。Furosemide (FUR), para-aminohippuric acid(PAH)は
Wako Pure Chemical Industries Ltd. (Oosaka, Japan)から購入した。MK571 は Cayman 









各尿酸トランスポーターの阻害として BEZ (GLUT9)、MK571 (MRP4)、FUR (NPT4





Store model による解析により、コントロールと比較して 200 μM BEZ を処理した場
合、kUA, Effluxが 5%までに低下し、最も低下の程度が高かった。また、kXA, Metabolismが
11％に減少した。 25 µM の MK571 を処理した場合、kUA, Effluxが 19%までに低下した。
1000 µM の FUR を処理した場合、kUA, Effluxが 44%までに低下した。1000 µM の PAH
を処理した場合、kUA, Effluxが 55%までに低下した。50 µM の BSP を処理した場合、
kUA, Effluxが 49%までに低下した(Figure 3-2)。 
 
 
Figure 3-2 Effect of inhibitors of transporters and enzyme on estimated rate 
constants for uotake, efflux and metabolism of HX, XA, and UA in hSCH. 
 Effects of ALO (10 µM, XO inhibitor), BEZ (200 µM, GLUT9 inhibitor), FUR (1000 
µM, MRP4 and NPT4 inhibitor), MK571 (25 µM, MRP4 inhibitor), PAH (1000 µM, 
NPT1 inhibitor) and BSP (50 µM, OATPs inhibitor) on the rate constant of HX-uptake 
48 
 
(A), HX-store uptake (B), HX and XA-metabolism (C), HX, XA and UA-bile (D), XA-
efflux (E) and UA-efflux (F) were examined and estimated each rate constant is shown. 
Solid bars indicate the rate constant of HX. Horizontal striped bars indicate rate constant 






サンドイッチ培養ヒト肝細胞を用いて HX、XA 及び UA の経時的な量変化に対する
XO 阻害剤である ALO (10 μM)の影響を検討した(Table 3-1)。モデル解析により、ALO
存在下で XO の代謝過程の速度定数は有意に減少したことから、サンドイッチ培養ヒト
肝細胞は XO 活性を保持し、hypoxanthine から尿酸までの代謝を評価可能であることが
裏付けられた。ALOのXOに対する 50 % 阻害作用を示す IC50は 0.2-50 μMである(Tamta 
et al., 2006, Hsieh et al., 2007, Pacher et al., 2006)。また、ラット初代肝細胞の in vitro 試験
においては、同じ 10 μM において、尿酸の生成量を約 90 %阻害している (Petrie et al., 




は HX 及び XA の代謝過程だけでなく、HX の細胞への取り込み過程にも影響すること
が考えられた。また、ALO 処理によって HX の medium 中量もコントロールと比較して
増加していた。これは、ヒトに ALO (300 mg)を投与した際に、hypoxanthine の血漿中濃
度が増加する現象と一致していた (Kaya et al., 2006)。さらに、ALO 処理によって XA の
medium 中量はコントロールと比較して減少していた。 
200 μM BEZ を処理した場合、コントロールと比較して kHX, Uptake、kXA, Metabolism及び
kUA, Effluxが、有意に減少した。BEZ は、ラット肝臓ホモジナイズの XO 活性を阻害する
ことが報告されている (Rodilla F., et al., 1988)。また、BEZ は、GLUT9 及び MRP4 を
阻害することが報告されている。GLUT9 に対する IC50は 23 μM で、MRP4 に対する
IC50は 150 μM である (Anzai et al., 2008, Reid et al., 2003)。よって、今回の試験で用い




GLUT9 及び MRP4 が関与していることが考えられた。 
25 μM MK571 を処理した場合、medium 中の UA 量に変化は見られなかったが、細
胞内の量は有意に増加した。また、モデル解析の結果、kUA, Effluxが 19%に低下した 
(Figure 3-2)。よって、kUA, Effluxが一定程度低下しても肝細胞から血液側に移行する尿酸
量への影響を大きくないと考えられた。この結果は、Sensitivity analysis の結果とも一
致する。さらに、kUA, Effluxが減少したことから MRP4 も尿酸の肝細胞中から血液中への
排出に関与していることが考えられた。 
1000 μM FUR を処理した場合、kUA, Effluxが 44％に減少した。FUR は NPT4 及び
MRP4 を阻害することが報告されており、細胞内 UA 量が増加した原因に、これらト
ランスポーターの阻害作用が考えらえた。NPT4 及び MRP4 に対する IC50はそれぞ
れ、73.5 μM 及び 10 μM であり、1000 μM の FUR ではほぼ完全阻害されると考えられ
る(Jutabha P., et al., 2010, Hasegawa et al., 2007)。一方、この条件では GLUT9 は阻害さ
れないことが報告されている (Anzai N., et al., 2008)。 
1000 µM PAH を処理した場合、kUA, Effluxが 55％に減少した。PAH は 1000 µM で、
NPT1 をほぼ完全阻害する (Iharada et al., 2010)。一方で GLUT9 は阻害しないことが報
告されている(Anzai N., et al., 2008)。 




びに MRP4 の寄与が大きく、NPTs や OATPs も一部関与することが示唆された。な
お、今回各トランスポーターに対する阻害の評価に用いた濃度参考を決定するにあた


















安定同位体である HX を用いてサンドイッチ培養ヒト肝細胞における HX、XA 及び UA
のmedium中、細胞中及び胆管腔中の経時的な量変化を数理学的モデルにより解析した。
Store model による解析結果より、UA の肝細胞中から medium 中への排出速度定数(kUA, 




また、store model によるシミュレーションにより、UA の細胞中から medium 中への
移行速度定数(kUA, Efflux)の変動に対して medium 中 UA 量の感受性は低かった。一方、HX
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の取り込み速度定数(kHX, Uptake)、XA の代謝過速度定数(kXA, Metabolism)及び XA の細胞中か




きた。すでに XO 阻害薬である febuxostat、topiroxostat ならびに allopurinol が高尿酸血
症及び痛風治療で用いられていることから、肝臓における XO 阻害過程以外の
hypoxanhitne を肝細胞へ取り込む過程及び xanthine の肝細胞から血液中への排出過程も
高尿酸血症及び痛風治療の新たなるターゲットとして挙げられた (Figure 4-1)。 
第三章では、第二章で構築した store model を用いて、サンドイッチ培養ヒト肝細胞に
おける HX、XA 及び UA の経時的な量変化に対する XO 阻害剤及び尿酸トランスポー
ター阻害剤の影響を検討した。allopurinol 存在下で XO の代謝過程の速度定数は有意に
低下したことから、サンドイッチ培養ヒト肝細胞は XO 活性を保持し、hypoxanthine か
ら尿酸までの代謝を評価可能であることが示された。また、尿酸トランスポーターの阻
害剤を用いた試験から、ヒト肝臓 sinusoidal 側で尿酸の排出を担っているトランスポー
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